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摘  要 
胞外高分子聚合物是一类由微生物在特殊的环境条件下分泌的生物大分子
聚合物。胞外聚合物的化学组分复杂，主要包括多糖、蛋白质和核酸等。Bacillus 
licheniformis CGMCC2876 在以葡萄糖和尿素分别作为碳源和氮源的培养条件分
泌以胞外多糖（EPS）作为主要成分的胞外聚合物；而在以甘油和氯化铵作为碳
源和氮源时，菌体合成以 γ-聚谷氨酸（γ-PGA）为主的胞外聚合物。最近，胞外
高分子聚合物的潜在应用价值受到广泛的关注，尤其是作为生物絮凝剂被应用在
水处理、化妆品、食品加工、发酵工业、生物制药等领域。本论文旨在研究 B. 
licheniformis CGMCC2876 分泌胞外高分子聚合物的应激机制，阐明两种胞外聚
合物合成代谢途径之间的转换机制。 
采用 SWATH-MS 模式的 LC-MS/MS 对三种培养条件下 B. licheniformis 
CGMCC2876 胞内差异蛋白质组进行分析。与 LB 培养条件下胞内蛋白质相比，
EPS 和 PGA 培养条件下，菌体胞内分别存在 190 和 151 个差异蛋白质。在 EPS
和 PGA 菌体胞内上调蛋白质中分别有 50%和 41%的蛋白质与氨基酸合成代谢有
关；同时在下调蛋白质中有一系列与氨基酸降解相关的酶。由此可知，B. 
licheniformis CGMCC2876 分泌两种不同类型的胞外聚合物都与外界环境中缺乏
氨基酸有关。此外，通过胞内游离氨基酸含量的测定进一步证实在合成胞外聚合
物与氨基酸缺乏之间的关联。当 B. licheniformis CGMCC2876 处于氨基酸饥饿状
况时，菌体通过调节胞内代谢途径合成多糖或 γ-PGA 作为碳源和氮源储备。 
当向 γ-PGA的培养基中加入 5 g·L-1或 10 g·L-1葡萄糖后导致絮凝剂中 γ-PGA
的含量分别下降了 31.54%和 61.62%，同时在添加 10 g/L 葡萄糖的发酵产物中多
糖的含量由 5.2%增加到 43.47%。通过 SWATH-MS 对添加不同葡萄糖的 γ-PGA
培养基中菌体胞内蛋白质组进行分析，鉴定出一系列与 γ-PGA 和多糖合成相关
的蛋白质。当葡萄糖加入培养基中后，碳代谢控制蛋白（CcpA 和 CcpN）共同加
快糖酵解途径和抑制碳代谢流进入 TCA 循环，从而减少谷氨酸的合成量，同时
CcpN 降低抑制甘油的利用切断菌体从甘油获得碳代谢流，进一步降低 γ-PGA 合
成的碳代谢流。此外，CcpA激活一系列与多糖代谢相关的操纵子（glm和epsA-O）
从而碳代谢流从合成 γ-PGA 转向分泌多糖的方向。另外，γ-PGA 的合成也受到
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氮代谢调控蛋白（NrgB）的调节，NrgB 通过调节菌体主要的氮代谢流来源。当
葡萄糖加入后，NrgB 将菌体主要的氮来源由直接同化铵盐转为直接利用谷氨酸，
从而影响 γ-PGA 的合成。B. licheniformis 合成两种不同类型的胞外聚合物之间的
调节机制为进一步构建高产絮凝剂工程菌提供坚实的遗传学基础。同时发现通过
调节培养基中不同碳源的比例可以合成不同成分的生物絮凝剂拓宽生物絮凝剂
的应用领域。 
关键词：地衣芽孢杆菌；胞外聚合物；絮凝剂；SWATH-MS；蛋白质组学 
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Abstract 
Extracellular polymeric substances are macromolecular polymers secreted by 
microorganisms under remarkable conditions. The chemical contents of extracellular 
polymeric substances are diverse, including polysaccharides, proteins and nucleic 
acids. In our previous study, Bacillus licheniformis CGMCC2876 was found to not 
only produces exopolysaccharides (EPS) in EPS culture with glucose and urea, but 
also secret poly-γ-glutamic acid (γ-PGA) in the γ-PGA medium with trisodium citrate, 
glycerol and sodium glutamate as the carbon and nitrogen sources. Recently, 
applications of extracellular polymeric substances have attracted many researchers’ 
attention, partiticularly with regard to bioflocculants. This thesis aims to illuminate 
the B. licheniformis CGMCC2876 secretion of extracellular polymer stress 
mechanism, and clarify the turnover mechanism between two extracellular polymers 
synthesis. 
In this research, SWATH acquisition LC-MS/MS method is adopted to analyze 
the differential proteomics of B. licheniformis and explore the stress mechanism in 
bacteria. Compared with LB culture, 190 differentially expressed proteins were 
identified in B. licheniformis CGMCC2876 cultivated in EPS-culture. In 
γ-PGA-culture 151 differentially expressed proteins were determined in the bacterial 
cells. The up-regulated proteins involved in amino acids biosynthesis accounted for 
50% and 41% of the proteomes in EPS and γ-PGA cultivated cells, respectively. 
Meanwhile, a series of proteins associated with amino acids degradation were found 
repressed at EPS and γ-PGA culture conditions. Free amino acids in the bacterial cells 
further suggested the amino acids starvation conditions. EPS or γ-PGA was 
synthesized to alleviate the effect of essential amino acids limitation in B. 
licheniformis. Under the condition of the lack of amino acids, B. licheniformis 
CGMCC2876 regulated intracellular metabolic pathways via the synthesis of 
polysaccharides or γ- PGA to store nitrogen and carbon source. 
5 g·L
-1
 or 10 g·L
-1
 glucose was added to γ-PGA medium, which resulted in 31.54% 
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and 61.62% decrease of γ-PGA productions, respectively, while the composition of 
polysaccharides increased from 5.2% to 43.47% with 10 g/L glucose added. Through 
the analysis of SWATH acquisition LC-MS/MS method, a series of proteins which 
play close roles in γ-PGA and polysaccharide synthesis were idendifed. CcpA and 
CcpN were found to co-enhance glycolysis and suppress carbon flux into TCA cycle 
and consequently decelerate glutamic acid synthesis. On the other hand, CcpN cut off 
carbon flux from glycerol metabolism, further reducing γ-PGA production. 
Meanwhile, CcpA opened a series of operons (glm and epsA-O) to reallocate carbon 
flux to polysaccharide when glucose was present. γ-PGA production was influenced 
by NrgB, which converts the major nitrogen metabolic flux between NH4
+
 and 
glutamate. The regulatory mechanism of two macromolecules in B. licheniformis was 
proposed and the identification of the genetic information would facilitate the 
engineering of the bacteria for practicable strategies in the fermentation of γ-PGA and 
polysaccharide for diverse application fields. 
Key words: B. licheniformis; Extracellular polymers; Bioflocculants; SWATH 
acquisition; proteomics 
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第一章 绪论 
1.1 微生物胞外聚合物 
胞外聚合物是由微生物分泌的一类生物高分子聚合物。它具有很多优异的特
性，包括生物可降解性、高效性、无毒性、无二次污染等。因此，胞外聚合物被
认为是传统化学合成聚合物潜在的替代物[1]。微生物胞外聚合物的化学成分比较
复杂主要包括：多糖、蛋白质、核酸和脂质等[2]。根据胞外聚合物与微生物菌体
的结合方式和提取与分离胞外聚合物的方法，胞外聚合物可以分为四类：荚膜型
聚合物、黏液型聚合物、松弛结合性聚合物和紧密结合型聚合物[3, 4]。 
对于微生物而言，胞外聚合物的主要功能有：1.作为生物膜的结构基础，聚
集细菌细胞附在附着物表面形成生物膜；2.作为细胞与细胞之间的识别因子；3.
作为保水剂，缓解干燥环境对微生物细胞的伤害；4.作为吸附剂，吸附外源有机
化合物和无机离子，提高胞外营养物质的浓度[5]。最近，生物胞外高聚物的絮凝
能力、吸附能力和附着能力受到研究者的广泛关注，尤其是作为絮凝剂，可以广
泛地应用于许多工业生产领域，如自来水生产、废水处理、纺织、化妆品、食品
加工、发酵工业、生物制药等[6]。 
1.2 具有絮凝活性的胞外聚合物 
由于胞外聚合物具有高黏性和吸附性，因此许多微生物分泌的胞外聚合物都
具有一定的絮凝活性。尤其是多糖类和蛋白质类的聚合物具有非常高的絮凝活性，
同时与传统的无机絮凝剂（如硫酸铝、氯化铁、氯化聚铝和硫酸亚铁等）和化学
合成的有机絮凝剂（聚丙烯酰胺衍生物和聚乙烯亚胺等）相比，生物絮凝剂具有
安全、环保、高效等优点。 
1.2.1 多糖生物絮凝剂 
大部分微生物合成的胞外聚合物的主要成分都是多糖（Exopolysaccharide，
EPS）。由于单糖的多样性和连接方式的不同，因此多糖具有许多特殊的结构、
优秀的物化和流变学性质[7]。近些年，许多具有高絮凝活性的胞外多糖受到国内
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